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研究成果の概要（和文）：EGFR遺伝子変異腺がんにはEGFR阻害剤が著効するが、一度効いても必ず耐性を獲得し
てしまう。本研究ではCRISPR-Cas9ゲノム編集技術を薬剤耐性研究に応用した。ゲノム編集で様々な融合遺伝子
モデルを作成し薬剤耐性機序として機能することを確認した。融合遺伝子による耐性を克服する治療薬を見出
し、さらにその治療法に対してがんが様々な遺伝子増幅を獲得することを見つけた (Kobayashi et al. Nature 
Communications 2022)。これらは今後融合遺伝子・遺伝子増幅に関する研究を継続する上での有用なモデル・基
盤データとなる。

研究成果の概要（英文）：EGFR mutant lung adenocarcinomas respond to EGFR inhibitors, but eventually 
develop resistance. In this study, we applied CRISPR-Cas9 genome editing technology to investigate 
drug resistance. We created various fusion gene models through genome editing and confirmed their 
function as mechanisms of drug resistance. We identified therapeutic agents to overcome resistance 
caused by fusion genes and further discovered that cancer acquires various gene amplifications 
against this treatment (Kobayashi et al., Nature Communications 2022). These findings provide 
valuable models and foundational data for ongoing research on fusion and gene amplifications.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肺がんは最も死亡者数の多いがん種で、日本だけで年間7万人以上にのぼる。EGFR遺伝子変異は日本人肺腺がん
の半数にみられ、このタイプにはEGFR阻害剤が標準治療となっているが、次第に耐性を獲得することが問題であ
る。本研究成果は、融合遺伝子によって薬剤耐性となった患者に有効な新たな治療戦略の開発に有用である。ま
た、融合遺伝子・遺伝子増幅に関する今後の生物学的な研究への貢献も期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 EGFR 遺伝子の活性型変異は、日本人を含むアジア人の半数および欧米人の約 20%で見られ
る。進行期および術後再発の EGFR 変異肺がんには EGFR チロシンキナーゼ阻害剤オシメルチ
ニブが標準治療となっている。しかし、一度効いても約 1〜2 年で薬剤耐性を獲得してしまうこ
とが問題である。 
 薬剤耐性のメカニズムとして、①EGFR 遺伝子の二次変異によって薬剤が結合できなくなる
もの、②他の発がん遺伝子の変異・遺伝子増幅・融合遺伝子からの発がんシグナル、③腺がんか
ら他の病理組織型への転換などが報告されているが、これらの機序に対する克服法はまだ確立
されていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、薬剤耐性機序としての「②他の発がん遺伝子の変異・遺伝子増幅・融合遺伝子から
の発がんシグナル」のうち、特に融合遺伝子と遺伝子増幅に注目する。ゲノム編集によって作成
した遺伝子増幅モデルに加えて、融合遺伝子モデルを作成することで融合遺伝子を治療標的と
した新たな治療法の開発を目指す。 
 具体的には、臨床検体の解析から得られた融合遺伝子候補の中で薬剤耐性を引き起こす可能
性のあるものを特定し、その機能と薬剤耐性メカニズムを細胞実験とあわせて包括的に解析す
る。さらに、融合遺伝子を獲得したがん細胞において、元々の EGFR 変異シグナルと融合遺伝
子からの発がんシグナルの相互作用及び併用療法に対するさらなる薬剤耐性機序を解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床検体から抽出した DNA・RNA の解析 
 504 人の EGFR 遺伝子変異を持つ肺がん患者の DNA 検体を次世代シークエンサーで解析し
たところ、104 種類の融合遺伝子候補が検出された。この中から薬剤耐性の原因となる可能性の
ある融合遺伝子を特定するために、治療効果に関する臨床情報を収集した。さらに、RNA 検体
を RNA シークエンスすることで融合遺伝子のバリデーションを行った。 
 
(2) CRISPR ゲノム編集細胞モデルの構築 
 候補となる融合遺伝子が薬剤耐性として機能するかどうかを評価するために、CRISPR-Cas9
ゲノム編集技術を用いて、EGFR 変異肺がん細胞株から融合遺伝子モデルを作成した。この細
胞モデルを用いて、融合遺伝子を克服するために有効な薬剤のスクリーニング及びその併用療
法に対するさらなる薬剤耐性機序を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 薬剤耐性の原因となる融合遺伝子の特定 
 104 種類の融合遺伝子候補の中で治療標的になりやすいという観点から発がん遺伝子を含む
融合遺伝子 37個についてさらに解析を進めた。①実際の患者治療経過、②新規発がん融合遺伝
子の発見に成功した実績のある RNA シークエンス、③CRISPR-Cas9 ゲノム編集細胞モデルを
使った実験データの 3 つのアプローチを統合することで各融合遺伝子の役割を調べたところ、
薬剤耐性としての機能をもつ融合遺伝子は一部でしかないことが判明した。 



 
図 1 発がん遺伝子を含む融合遺伝子が検出された患者の治療経過 
 
(2) 融合遺伝子の克服に有効な併用療法とさらなる耐性機序の克服法 
 EGFR 遺伝子変異のある肺がん患者が薬剤耐性として融合遺伝子を獲得した状況を模して、
CRISPR ゲノム編集技術を応用することで EGFR 遺伝子変異のある肺がん細胞株から ESYT2-
BRAF などの融合遺伝子を作成した。これらのモデルは確かに EGFR 阻害剤に耐性となること
を確認し、薬剤スクリーニングによってそれぞれの融合遺伝子に効く薬を同定した。 

 
図 2 CRISPR ゲノム編集による ESYT2-BRAF 融合遺伝子の作成 
 
 さらに、がんはあらゆる治療に対してさらなる薬剤耐性を獲得してしまうため、融合遺伝子に
効く薬剤と EGFR 阻害剤の併用療法で長期間細胞モデルを培養することで薬剤耐性株を樹立し、
その耐性機序を解析した。 
 興味深いことに、がんは 
① 融合遺伝子側の耐性機序 (Fusion Side) 
② EGFR 遺伝子側の耐性機序 (EGFR side) 
③ 共通のシグナル経路の耐性機序 (Down stream) 
④ 新規耐性機序 (Other) 

など様々な原因で耐性となることがわかった。このことから、元々の EGFR 変異からの発がん
シグナルと融合遺伝子からの発がんシグナルが複雑に相互作用していることが推測される。さ
らなる細胞実験により、これらの様々な耐性機序を克服するために有効な薬剤もそれぞれ同定
した。例えば、併用療法に対する耐性機序として ESYT2-BRAF 融合遺伝子の遺伝子増幅が起こ
った際は、もはや EGFR 阻害剤を必要とせず、新規 BRAF 阻害剤と MEK 阻害剤の併用が有効
であることを見出した。また、ESYT2-BRAF以外にも様々な遺伝子増幅が耐性機序として出現
した (1)。 

 
図 3 融合遺伝子に効く薬剤と EGFR阻害剤の併用療法に対するさらなる薬剤耐性機序 
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